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The effects of excessive administration of 
vitamin A to experimental animals were first 
described by Takahashi and his associates (16) 
and later confirmed by a number of inve- 
stigators. The manifestations of hypervitami- 
nosis A consisted of loss of weight, superficial 
ulceration, bleeding, and crusting of the skin 
and eyelids, diarrhea, paralysis of the posterior 
extremities, visceral hemorrhages and fractures, 
and infections such as pneumonia, often 
resulting in death. In addition to these abnor- 
malities some researchers have found evidence 
of many changes in the endocrine glands 
including: 

1) increased activity of the thyroid gland 
(17) or reduced size of thyroid with depressed 
basal metabolism (15); 


2) increase in the basophilic cells of the 
pituitary gland (7); and 

3) hypertrophy of the islet tissue of the 
pancreas (6). 


During the present investigation, in addi- 
tion to fractures and visceral hemorrhages of 
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Medical 


the acute phase, we observed slight but ge- 
neralized bony alterations indicating fibro- 
osteoclasia or progressive atrophy of bone, 
and some changes in the parathyroid glands 
with concomitant calcium deposition in the 
kidneys of the experimental animals. The 
purpose of this paper is to correlate these 
findings with excessive dosage of vitamin A. 


MATERIALS AND METHODS 


In order to determine the effects of heavy 
doses of vitamin A on rat and guinea pig 
tissues, two series of experiments were un- 
dertaken. Table I shows the details and dis- 
tribution of the material used. In the first 
experiment both rat and guinea pig were 
used and in the second experiment only rats. 

In addition, in order to compare the histo- 
logic findings in animals having hypervita- 
minosis A with those in animals that had 
received parathormone, two other groups of 
animals were used. In this last experiment 
four young guinea pigs (20 days old) and 
fourteen rats (40 days old) received 250 USP 
parathyroid Lilly, daily for 3 days by sub- 
cutaneous injection. They were sacrificed 24 
hours after the last injection. 

A solution of crystalline vitamin A alcohol 
in corn oil having a potency of 500,000 IU 
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per gram was fed orally at a level of 100-700 
IU per gram of body weight per day (table 1) 
in addition to the standard laboratory diet. 

The animals were autopsied immediately 
after death or were sacrificed, and the principal 


TABLE I 
Details and distribution of animals and vitamin A 


Animal 
Vitamin A 
Group number _ rae (daily) I. U. 
number coat . per gram of 
Rat Guinea body weight 
FIRST EXPERIMENT: 
I 10 5 700 
Controls 5 5 fe) 
II 8 . 40 350 
8 5 350 
Controls 4 4 Same ages fe) 
respectively 
Ill 8 go 200 
5 70 200 
Controls 4 4 Same ages fe) 
respectively 
IV I 90 200 
Basic study for another experiment (3) 
Vv 6 go 100-200 
6 100-200 
Controls 3 3 Same ages ° 
respectively 
vi 4 Parathormone 
4 20 (see text) 
SECOND EXPERIMENT: 
15 _ 30-40 200-300 
5 — go 200 
10 a> 30-40 Parathormone 
10 30-40 Controls 
5 — go Controls 


organs including the endocrine glands, kidneys, 
and bones (femur, tibia, vertebrae, skull, 
jaws, and ribs) were fixed in formalin. The 


tissues were imbedded in paraffin and stained’ 


with hematoxylin and eosin. 


RESULTS 


All of the animals in groups I and II (acute 
stage, table I) died or were sacrificed when 
moribund between 7 and 17 days after ad- 
ministration of vitamin A. The animals in 
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the remaining groups were sacrificed between 
22 and 100 days after the termination of the 
experiment. 

One female rat from group IV was unique 
in that she was pregnant and received vita- 
min A during her entire pregnancy. This 
animal served as basic study for another expe- 
riment which could be published separately (3). 

Experiment V, to ascertain the 
late effects of hypervitaminosis A on rats and 
guinea pigs, revealed no significant gross 
alterations. The animals in this group were 
sacrificed between 100 and 200 days after 
the termination of the experiment. The late 
effects of vitamin A in adult animals appear 
to be reversible. 


MICROSCOPIC EXAMINATION 


The histologic study of the early, acute 
stage of hypervitaminosis A, groups | and II, 
characterized by hemorrhages, fractures, and 
acceleration of normal bone growth, has been 
omitted from this report. The descriptions 
which follow apply to both rats and guinea 
pigs, three or more weeks after vitamin ad- 
ministration. 


Bones - Femur, tibia, fibula, vertebrae, 
jaws, skull, ribs, and knees were examined. 

Microscopic examination showed fragment- 
ary osseous trabeculae, some of which were 
surrounded by fibrotic tissue with occasional 
or numerous osteoclasts, indicating slight or 
marked lacunar resorption (figures 1, 3), in 
several areas outside the zones of fracture and 
hemorrhage if present. This lacunar resorp- 
tion was more marked in the mandibular 
bone, femur, and vertebrae. The total amount 
of bone matrix was reduced, and small, 
narrow, irregular, and delicate bony trabeculae 
were frequently encountered. This rarefaction 
was a constant finding in every animal but 
not all bones were involved evenly. Sections 
of the femur and the upper end of the tibia 
showed erosion of older bone and of the 
bone recently laid down, with irregular con- 
tour lines. and some fibrous tissue in sub- 
periosteal bone. The trabeculae of the dia- 
physeal side of the epiphyseal disk was partly 
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resorbed, leaving some osteoclasts in their 
place. The skull showed variation in the 
appearance of its inner and outer tables in 
relation to the changes in the diploe, in which 
the bony trabeculae were partly replaced 
by fine fibrous tissue with little osteoclastic 
activity. Transverse sections of the bone also 
showed irregular contour lines and subsequent 
replacement of bone by fibrous tissue. 


and more compact. They will be described 
elsewhere (2). 

Kipneys - The kidneys appeared hyperemic 
in all cases, with occasional subscapular he- 
morrhage and infrequent red blood cells in 
Bowman's space. Some convoluted tubules, 
both proximal and distal, showed edema, 
casts, or degeneration. Frequently some 
deposits of calcium, either as fine granules or 


Fig. 1 - Section of femur of a normal untreated rat. H‘& E x 60. 


In general, apart from fractures and calluses 
which were discarded from the material 
examined, the bone was chaotically arranged, 
with partial destruction of the spicules and 
signs of moderate osteoclastic activity or slight 
resorption, resembling experimental fibro- 
osteoclasia obtained by parathormone ad- 
ministration, or human moderate renal osteo- 
dystrophy or progressive atrophy of bone 
in early stages of evolution. 

ParaTHyroIDS - The parathyroids of the 
animals treated with vitamin A_ undergo 
modifications. They appeared to be enlarged 


large masses, were found in the cortex, and 
occasionally, in the medulla (figures 6, 7). 
This presumably metastatic calcification was 
mostly intratubular, occasionally intracellular 
and rarely present in interstitial tissue. 
Other endocrine glands examined showed 
no striking differences from those of the con- 
trol animals. The islets of Langerhans appeared 
to be enlarged and/or increased in number; 
similar conditions may be encountered nor- 
mally. The adrenal glands of vitamin treated 
animals showed slight proliferation of the 
cortical cells. The thyroid glands, manifested 
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Fig. 2 - Section of ferhur of a rat treated with 300 1.U. of vitamin A/g of body weight daily for 12 days. 
Note subperiosteal fibro-osteoclasia with lacunar resorption (arrows), similar to human lacunar resorption. H & E x 80, 


Fig. 3 - Sagittal section of upper jaw of a guinea pig given‘250 I.U. vitamin A/g of body weight daily for 12 days, 
showing extensive areas of fibro-osteoclasia. H & E x 8o. 
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more or less evenly distributed small follicles 
with pale or vacuolated colloid but were 
otherwise essentially normal. The follicles 
were composed of occasionally elongated or 
irregularly distributed epithelial cells. The 
basophilic cells of the anterior lobe of the 
pituitary gland were slightly increased, but 
the size and structure of the pituitary gland 
remained normal. 


hemorrhage, fracture, or exacerbation of a 
natural resorption about the joints. Further- 
more, fibro-osteociasia was more frequent in 
the bones in which no fractures were observed 
and some sections showed evidence of de- 
calcification and fragility, a condition similar 
to osteoporosis. It would be interesting to 
determine whether or not the excessive doses 
of vitamin A were responsible for these 


Fig. 4 - Same section of a normal 


The animals receiving parathormone showed 
at autopsy a general bone fragility. Micro- 
scopic examination revealed more or less 
small and diffuse lacunar resorption of the bony 
trabecular and subcortical regions. The fibrosis 
formation was mostly devoid of osteoclast. 
However, some resorptive areas showed one 
or two small and fusiform osteoclasts. The 
kidneys of the parathormone-treated animals 
showed a few small areas of granular calci- 
fication usually in the tubules. 


DISCUSSION 


Our analysis of histologic observations 
indicates that there was a moderate but ge- 
neralized osteitis fibrosa in most of the bones 
examined three weeks or more after admi- 
nistration of vitamin A. We believe that 
this general osseus rarefaction is a condition 
apart from the bony alterations resulting from 


untreated guinea pig. H & E x 80. 


alterations and whether the endocrine glands 
played a role (8, 10). 

Although Rodahl (14) found small amounts 
of vitamin A in bone marrow, Barnicot (1) 
found that local application of vitamin A, 
like local application of the parathyroid gland 
(see McLean, 13) in the parietal bone of 
10-day-old C-57 black mice caused intense 
osteoclastic bone resorption after 10 to 14 
days. Wolbach and Bessey (22) first descri- 
bed the histological findings of hypervitami- 
nosis A as decalcification and osteoporosis, 
accompanied by a large number of osteoclasts. 
They also reported the osteoporosis to -be 
most marked in the regions where the remo- 
deling of bone is a normal growth process. 
Fell and Mellanby (8, 10) who studied the 
direct action of vitamin A on the bones in 
tissue culture, found marked resorption in 
the presence of excess vitamin A. They 
stated that vitamin A had the remarkable 
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property of controlling the shape and texture 
of certain bones in young animals, and had the 
function of controlling the position and inten- 
sity of activity of osteoclasts and osteoblasts. 

Fell and Mellanby (9) showed also that the 
effect produced on bone in tissue culture by 
vitamin A in high concentration is similar 
to that produced in hypervitaminotic A 
animals. More recently Fell (8) confirmed 


direct effect. Although Wolbach and his 
coworkers in their studies of hypophysecto- 
mized (20), adrenalectomized (21), and_para- 
thyroidectomized (4) hypervitaminotic A ani- 
mals stated that the endocrine glands have 
no part in mediating the effect of excessive 
doses of vitamin A on the skeleton, other 
authors (6, 7, 15, 17) found evidence of changes 
in the endocrine glands. However, we believe 


Fig. § - Sagittal section of vertebra of a vitamin A 
treated rat showing marked fibro-osteoclastic process. H & E x 80. 


that the bones of young animals in tissue culture 
with high concentrations of vitamin A became 
increasingly rarefied. Herbertson (12) studied 
this direct action in chick-bone and showed 
its reversibility in vitro. Such possible rever- 
sibility in vivo was observed only in adult 
animals late after vitamin A administration 
(group V, table I). The result of this study 
will be reported elsewhere. 

However, our own observations are in close 
agreement with those of Fell and Mellanby. 

Therefore, it may be concluded that excessive 
intake of vitamin A has a direct action on bone. 
The data published by Wolbach and _ his 
associates (19, 21) seemed to confirm this 
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that these changes were inconstant and not 
sufficiently pronounced to be considered as 
hyperactivity. Although the islets of Langer- 
hans appeared to be increased in volume and 
in number, the blood sugar tests in four 
animals were normal. Apart from the para- 
thyroid glands which showed evidence of 
increasing volume and predominance of round- 
ed cells with more compact parenchyma, 
interpreted as slight hyperplasia, the other 
endocrine glands appeared to be normal or 
slightly hypertrophied without real hyper- 
function. The detailed observations in para- 
thyroid changes will be published elsewhere (2). 
It can not be said that this slight hyperplasia 
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Fig. 6 - Widespread intratubular and interstitial metastatic calcification in kidney of a rat 
treated with 300 [.U. of vitamin A/g of body weight daily for 12 days. H & E ~x8o. 


Fig. 7 - The same as in Figure 6, higher magnification. H & E x 475. 
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of the parathyroids was the cause of the fibro- 
osteoclasia observed, since vitamin A acts di- 
rectly in bone. It may be suggested (according 
to a statement of Askanazy and Erdheim, see 
Wernly and Berdjis (18) that this parathyroid 
change is related to bony modifications. Frequent 
calcium deposits in the kidneys is similar to the 
metastatic calcification of experimental fibro- 
osteoclasia produced by parathormone. It is 
obvious that excessive doses of vitamin A create 
a complex syndrome in the body in which 
the first target appears to be the bony system. 

If the other authors reported only the he- 
morrhages, fractures and acceleration of nor- 
mal bone growth in hypervitaminotic A 
animals, this is because: 


1) these lesions were more apparent; 


2) the animals were studied usually in the 
early, acute phase of hypervitaminosis A; and 


3) the parathyroid glands and entire bony 
system were not studied by a great number 
of authors; and 


4) in one or two instances, in which the 
hormonal activities of the parathyroid glands 
have been evaluated, they remained unchanged 
or underwent ‘slight modifications. 


We did not evaluate the hormonal activi- 
ties of the parathyroid in this study, the reason 
being that the results of such evaluation are 
generally uncertain when the parathyroids 
are secondarily affected. Furthermore, Wol- 
bach and associates (4) found no significant 
changes in the serum calcium and phosphorus 
in hypervitaminotic A animals. Nevertheless, 
it is a curious fact that hypervitaminosis A, 
resulting in generalized fibro-osteoclasia and 
calcium deposits in the kidneys, is similar in 
syndrome to that produced by parathormone. 


SUMMARY AND CONCLUSIONS 


The effects of hypervitaminosis A were 
studied in guinea pigs and rats, both young 
and adult. Bony alterations were observed 
in all cases. 

We have observed that the formation of 
small fibro-osteoclastic zones and/or lacunar 
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resorption in the entire bony system of ani- 
mals having hypervitaminosis A is as much 
a part of me Cdastical picture of this condi- 
tion as are fractures, hemorrhages, and acce- 
leration of all processes of bone growth. This 
frequently observed phenomenon (small la- 
cunar resorption) seemed to be independent 
of the hemorrhages and fractures, since direct 
application of vitamin A is shown to produce 
the same phenomenon. 

The parathyroid glands also underwent 
modifications. Deposits of calcium were 
frequently present in the kidneys. 

Our conclusions are: 


1) slight experimental  fibro-osteoclasia 
with concomitant parathyroid change and 
metastatic calcification in the kidneys has been 
caused by excessive administration of vita- 
min A to rats and guinea pigs; 


2) this syndrome is revealed to be similar 
to that produced by parathormone; 


3) late effects of hypervitaminosis A in 
adult animals appeared to be reversible. 


SUMMARY 


Groups of rats and guinea pigs were fed with heavy 
doses of crystalline vitamin A alcohol (Table I) and 
sacrificed three weeks or later after treatment. Ex- 
cessive administration of vitamin A by direct action 
on bone caused generalized bony alterations (fibro- 
osteoclasia) with concomitant parathyroid. changes 
and metastatic calcification in the kidneys. This 
syndrome was revealed to be similar to that produced 
by parathormone. Late effects of hypervitaminosis A 
in adult animals appeared to be somewhat reversible. 


RIASSUNTO 


Fibro-osteoclasia nel ratto e nella cavia in seguito a iper- 
dosaggio di vitamina A. 


Gruppi di ratti e di cavie sono stati alimentati con 
larghe dosi di vitamina A cristallizzata come alcool 
e sono stati sacrificati tre settimane o pit dopo il trat- 
tamento. L’iperdosaggio di vitamina A ha provocato, 

er diretta azione sul tessuto osseo, alterazioni sche- 
[etriche generalizzate (fibro-osteoclasia), oltre a 
modificazioni delle paratiroidi ed a calcificazioni me- 
tastatiche nei reni. Questa sindrome si é dimostrata 
simile a quella provocata dal paratormone. Gli 
effetti tardivi dell’ipervitaminosi A negli animali 
adulti hanno mostrato un certo grado di reversibilita. 
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RESUME 


Fibro-ostéoclasie chez le rat et le cobaye, consécutive a 
un surdosage en vitamine A. 


Des groupes de rats et de cobayes ont été alimentés 
avec des doses abondantes de vitamine A cristallisée 
sous forme d’alcool, et sacrifiés aprés une période 
de traitement de 3 semaines au minimum. Le surdo- 
sage en vitamine A a provoqué, par action directe 
sur le tissu osseux, non seulement des altérations 
osseuses généralisées (fibro-ostéoclasie), mais aussi 
des modifications des parathyroides et des calcifications 
métastatiques au niveau du rein. Ce syndrome s’est 
avéré semblable a celui provoqué par la parathyrine. 
Les effets tardifs de lhypervitaminose A chez les 
animaux adultes ont montré un certain degré de 
réversibilité. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Fibro-Osteoklasis in Ratten und Meerschweinchen in 
Folge einer Uberdosierung an Vitamin A. 


Gruppen von Ratten und Meerschweinchen wurden 
starke Dosen von kristallisiertem Vitamin A Alkohol 
verabreicht und wurden drei oder mehr Wochen 
nach der Behandlung geopfert. Uberdosierung an 
Vitamin A verursachte, durch direkte Wirkung auf 
das Knochengewebe, verallgemeinerte Alterationen 
des Skelettes (Fibro-Osteoklasis), ausserdem Veran- 
derungen der Epithelkérperchen und metastatische 
Verkalkungen in den Nieren. Das Gesamtbild wies 
sich dem von Parathormon hervorgerufenem dhnlich. 
Die Spateffekte der Hypervitaminose A erwiesen 
sich in erwachsenen Tieren etwas reversibel. 


RESUMEN 


Fibroosteoclasia en la rata y el cobayo, consecutiva a 
sobrecarga de vitanina A. 


Grupos de ratas y cobayos han sido alimentados 
con grandes dosis de vitamina A cristalizada como 
alcohol y sacrificados a las tres y mas semanas de 
tratamiento. La sobrecarga de vitamina A ha provo- 


cado, por accién directa sobre el tejido dseo, altera- 
ciones esqueléticas generalizadas (fibro-osteoclasia), 
ademas de modificaciones en las paratiroides y de 
calcificaciones metastasicas en el rifion. Este sindrome 
se ha demostrado semejante al provocado por la 
paratirina. Los efectos tardios de la hipervitaminosis A 
en los animales adultos se han demostrado en parte 
reversibles. 
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ISTITUTO DI CLINICA MEDICA GENERALE E TERAPIA MEDICA DELL’UNIVERSITA DI MILANO 
(Direttore: Prof. L. Villa) 


L’acido orotico e la vitamina Bj. nel trattamento 
di alcuni casi di anemie megaloblastiche 


L. BUSSI - S. ERIDANI - D. 


INTRODUZIONE 


Scopo di questa nota, di carattere prelimi- 
nare, ¢ l’esposizione dei risultati ottenuti me- 
diante somministrazione di acido orotico in 
alcuni casi di anemia megaloblastica. Questo 
orientamento terapeutico ci é stato suggerito 
da una serie di considerazioni di ordine fisio- 
patologico, che verranno in questa sede sol- 
tanto accennate. Contemporaneamente alla 
nostra sperimentazione, inoltre, ci ¢ per- 
venuta notizia di un analogo trattamento 
terapeutico compiuto da Autori america- 
ni (1). 

E opinione generalmente accettata che 
l'acido orotico, o carbossi-uracile, isolato gia 
nel 1904 da Biscaro e Belloni (2), rappresenti 
un diretto precursore delle basi pirimidiniche 
che entrano nella costituzione degli acidi 
nucleici. Esso é infatti in grado di sostituire 
le pirimidine come fattore di crescita di vari 
microrganismi (3, 4). 

Inoltre é stata osservata una evidente incor- 
porazione di acido orotico marcato con Cy, 
nelle pirimidine del fegato di ratto e del lie- 
vito (5, 6). Sono stati ormai delineati con 
sufficiente chiarezza schemi della biosintesi 
pirimidinica, nei quali l’acido orotico appare 
occupare una posizione successiva a sostanze 
come l’acido aspartico l’acido ureidg-suc- 
cinico, suoi precursori, mentre da esso si ori- 
gina, per aggiunta di fosfo-ribosilpirofosfato, 
lorotidina-s-fosfato. Da quest’ultimo, per 
successive modificazioni della molecola_piri- 
midinica, si originerebbero i vari nucleotidi 
pirimidinici (7, 8). 

Secondo questi schemi la biosintesi delle 
pirimidine presenta alcune analogie con quella 
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delle purine, o meglio, dei nucleotidi puri- 
nici (9, 10) anche se le reazioni enzimatiche 
in essa implicate sono meno note. 

E tuttavia da rilevare che, mentre nella 
biosintesi purinica i nucleotidi precursori, 
come il glicinamide ribotide ed il carboxamide 
ribotide, presentano una struttura purinica 
ancora « aperta » (ad un certo punto, ad esem- 
pio, durante la biosintesi dell’acido inosinico, 
si forma I’anello imidazolico, ma_|’anello 
purinico completo si chiude soltanto nel- 
Pultima reazione, per opera della inosinico- 
transformilasi) nella biosintesi pirimidinica é 
gia presente una struttura ciclica nel nucleotide 
precursore, l’orotidina, che dara poi luogo ai 
nucleotidi pirimidinici veri e propri, come 
luridina e la citidina. 

Di particolare interesse appaiono dialtra 
parte 1 rapporti fra acido orotico e processi 
di anabolismo proteico in senso lato. E stato 
dimostrato recentemente in questo Istituto che 
l’orotato é capace di aumentare il «turnover» 
proteico e quindi di indurre un aumento delle 
sintesi proteiche nell’ambito del mitocondrio 
dell’epatocita (11). 

Pure di notevole interesse ci sembra |’azione 
dell’acido orotico nei processi di transmetila- 
zione: dai dati che vanno attualmente rac- 
cogliendosi sull’argomento, appare evidente 
come I’acido orotico sia capace di normaliz- 
zare il sistema betain-omocistein-transmetilasi, 
sia in carenza di «animal protein factor» (APF), 
sia in carenza di vitamina B,,, purché venga 
somministrato preventivamente (12). L’acido 
orotico pud quindi sostituire la vitamina B,, 
in un sistema enzimatico fondamentale 
conduce alla sintesi di metionina. 


che 
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Purtroppo non sono ancora bene definite 
le modalita di intervento della vitamina B,, 
stessa in altre complesse fasi metaboliche; ma 
dalle pit recenti acquisizioni (13) risulterebbe 
confermata la proprieta della cianocobalamina 
di favorire il trasporto delle singole unita 
monocarboniose destinate ad edificare sia le 
strutture puriniche che _pirimidiniche. 

Non é pertanto da escludere che l’acido oro- 
tico, oltre ad adempiere alla funzione di sub- 
strato indispensabile per la biosintesi delle 
pirimidine, possa svolgere una attivita bio- 
chimica affine a quella della vitamina B,, 
anche nel favorire quei processi enzimatici 
implicati nella biosintesi degli acidi nucleici 
stessl. 


CASISTICA 


Caso I - S. Anna, eta 74 anni, casalinga. MEGALOBLASTI NEL MIDOLLO EMOPOIETICO 


P Fig. 1 - Caso I 
La paziente é stata bene sino all’eta di s0 anni 


illorche incomincid a soffrire di coliche epatiche. 

A $5 anni venne colecistectomizzata per colelitiasi. nel novembre del 1949. All’ingresso presentava 
Non precedenti etilistici. Nove anni or sono com- _—_condizioni di nutrizione discrete, cute e mucose 

parve una sintomatologia caratterizzata da astenia  pallidissime con sfumatura paglierina, modesta suc- 

progressivamente crescente, capogiri a seguito di  culenza cutanea, lingua arrossata e disepitelizzata. 

sforzi, anoressia, progressivo impallidimento. Per Negativo l’esame dell’appatato respiratorio. A ca- 

tale ragione venne ricoverata nella nostra Clinica rico del cuore si apprezzava un breve soffio sistolico 
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Caso I (A.S.) 
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dolce alla punta. Il fegato risultava aumentato di 
volume, debordante di 4 centimetri dall’arco co- 
stale sull’emiclaveare destra, di consistenza lieve- 
mente aumentata, con superficie liscia, modicamente 
dolente alla palpazione. Milza nei limiti della norma. 
Sistema nervoso indenne. 

Il quadro ematologico presentava i seguenti valori: 
G.R. = 1.100.000; Hb = 30%; V.G. = 1,4;G.B. = 
4.400 di cui 70% neutrofili; 1°% eosinofili; 29 % 
linfociti. Piastrine 130.000. Diametro medio delle 
emazie = 7,8 micron. 

Al sondaggio gastrico si dimostré completa ana- 
cloridria anche dopo stimolazione con istamina. 
Era inoltre presente una lieve compromissione delle 
prove di funzionalita epatica, di tipo precirrotico. 

La biopsia midollare rivelé accanto alla serie nor- 
moblastica la presenza di numerosi megaloblasti 
in varie fasi maturative. Pertanto la diagnosi fu di 
« anemia perniciosa ». 

Fu praticata terapia con emo-trasfusioni (totale 
sangue trasfuso = litri uno) ed estratti epatici per 
via parenterale. Dopo un mese le condizioni sog- 
gettive ed obbiettive della paziente erano nettamente 
migliorate e venne dimessa con i seguenti valori 
della crasi ematica: G.R. = 3.200.000; Hb = 65%; 
V. G. = 1; G.B. = 4.800. Prosegui a domicilio la 
terapia con estratti epatici rimanendo in buone con- 
dizioni di salute sino all’ottobre 1956, allorché ebbe 
una ripresa della sintomatologia anemica per cui 
venne nuovamente ricoverata nella nostra Clinica. 

Un esame emocromocitometrico diede i seguenti 
valori: G.R. = 2.500.000; Hb = 65%; V.G. = 
1,3; G.B. = 3.200. Il succo gastrico risult6 anche 
questa volta anacido. L’esame midollare confermd 
la diagnosi precedentemente posta. 

Venne intrapresa terapia con estratti epatici antia- 
nemici. Dopo Io giorni di tale terapia un conteggio 
diede i seguenti valori: G.R. = 3.600.000; Hb = 
72%; V.G. = 1. Le condizioni generali erano note- 
volmente migliorate. Stante il buon risultato rag- 
giunto con tale terapia venne dimessa il 9-11-56 col 
consiglio di seguire a domicilio la suddetta terapia. 

Malgrado la paziente osservasse scrupolosamente 
le norme indicate, dopo un breve periodo di benes- 
sere notd un progressivo, lento decadimento delle 
condizioni generali e della capacita lavorativa. Fre- 
quenti esami della crasi ematica mostrarono una 
progressiva diminuzione del valore dei globuli rossi 
e dell’emoglobina (2.860.000; Hb = 60%), per cui 
venne nuovamente effettuato un ricovero nella nostra 
Clinica per gli accertamenti del caso (5-5-57). Durante 
questo nuovo ricovero si evidenzidO un_ ulteriore 
aumento del volume epatico (il fegato debordava 
di sei centimetri dall’arco costale sull’emiclaveare 
destra). Una determinazione del tasso di vitamina B;2 
serica dette un valore di 240 v~/cc. 

Si intraprese terapia con acido folico (40 mg pro 
die) che venne, sospesa dopo una settimana non 
essendosi notato alcun miglioramento né della crasi 
ematica né delle condizioni soggettive e obbiettive 
della paziente. Si riprese terapia con estratto epatico 


e vitamina B;; (100 + al giorno) con esito ugual- 
mente negativo: non si verificarono crisi reticolo- 
citaria né modificazioni significative del quadro ema- 
tico, per cui dopo Io giorni si sospese tale trattamento. 
Si inizid terapia con orotato di potassio (*) alla 
dose di 4 g al giorno. Dopo § giorni di tale terapia, 
ottimamente tollerata, veniva constatato un netto 
aumento dei reticolociti (25°) e dei globuli rossi 
(3.500.000; Hb = 71%; V.G. = 1) e un miglio- 
ramento delle condizioni generali. Veniva dimessa 
dalla Clinica il 26-6-57 con la prescrizione di conti- 
nuare a domicilio l’assunzione dell’orotato in dose 
di 3 g al giorno. 

Venne controllata periodicamente nel nostro Isti- 
tuto: le condizioni generali si mantennero assai buone 
e dopo 4 mesi dalla dimissione i globuli rossi erano 
3.960.000/mm3 con un valore globulare di 1. Venne 
allora sospeso il trattamento con orotato e si consiglid 
un proseguimento della terapia con estratto epatico 
(Campolon forte, 3 fiale alla settimana). Dopo un 
mese la paziente si presentd a noi in condizioni nuo- 
vamente scadute e ripresa della sintomatologia ane- 
mica; i globuli rossi erano scesi a 2.650.000. La ri- 
presa del trattamento con orotato (3 g al giorno) 
ha indotto un ritorno delle condizioni generali e 
della crasi ematica a valori normali. 


Caso Il - M. Anna, eta 47 anni, casalinga. 


Ha goduto di buona salute fino all’eta di 37 anni, 
allorché venne isterectomizzata per fibroma uterino. 
Non precedenti etilistici. 

Da circa 8 mesi ha cominciato a soffrire di astenia, 
anoressia, dimagramento e impallidimento progres- 
sivi. Sono comparsi successivamente sensazioni di 
cardiopalmo, dispnea ai minimi sforzi, modesti 
edemi agli arti inferiori. La paziente notd pure la 
comparsa di bruciore alla lingua unito a diminuzione 
del gusto. L’alvo si é fatto frequentemente diarroico. 

Persistendo ed accentuandosi tale sintomatologia 
si é fatta ricoverare nel novembre del 1957 nella 
nostra Clinica. 

Allingresso la paziente presentava condizioni ge- 
nerali e di nutrizione discrete; la cute e le mucose 
visibili apparivano notevolmente pallide con sfuma- 
tura paglierina. Erano presenti modesti edemi alle 
caviglie. Nulla di particolare al capo ad eccezione 
della lingua che si presentava arrossata e disepite- 
lizzata ai bordi ed alla punta. L’esame dell’apparato 
respiratorio risultava completamente negativo. A 
carico del cuore, la cui aia appariva percussoriamente 
nei limiti della norma, si apprezzava alla punta un 
breve soffio sistolico dolce. L’addome, piano con- 
vesso, era indolente e bene trattabile in tutti i 
quadranti. Il fegato, il cui margine superiore era 
delimitabile in corrispondenza del 4° spazio inter- 
costale sulla emiclaveare destra, debordava di § 
centimetri dall’arcata costale sulla stessa linea, non 
dolente, di consistenza modicamente aumentata, con 


(*) Il prodotto ci ¢ stato cortesemente fornito dalla Casa Lepetit. 
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Caso II (A. M.) 


superficie liscia. Non erano presenti reticoli venosi 
abnormi né segni di versamento. Milza nei limiti 
della norma. Sistema nervoso indenne. 

Gli esami di laboratorio diedero i seguenti ri- 
sultati: 


— Esame emocromocitometrico: G. R. =1.960.000; 
Hb=42%; V. G.=1,2; G. B.=1.700 di cui 
31% neutrofili; 4% eosinofili; 2% basofili; 63% 
linfociti. Piastrine 110.000. Il diametro medio 
delle emazie era di 7,97 micron. 


— Le prove emogeniche risultarono normali. Nega- 
tiva la ricerca del sangue nelle feci. 

— Al sondaggio gastrico si dimostré completa ana- 
cloridria anche dopo stimolazione con istamina. 


— L’esame del midollo emopoietico mostré una 
iperplasia della serie eritropoietica rappresentata, 
oltre che dalla normale quota normoblastica, 
da elementi megaloblastici che  costituivano 
I’ 8% della totale quota cellulare. 


— Il tasso di vitamina By? serica risultd essere di 
185 

— Veniva anche praticata una biopsia epatica. 
L’esame istologico metteva in evidenza un mo- 
dico grado di degenerazione torbida e micro- 
vacuolare delle cellule parenchimali e discreta 
iperplasia del connettivo interlobulare. I test di 
funzionalita  epatica denotavano una discreta 
compromissione di tipo precirrogeno. In base 
all’esame obbiettivo ed ai suddetti esami di labo- 
ratorio venne fatta diagnosi di «epatite cronica 
anemia megaloblastica ». 
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MEGALOBLASTI NEL MIDOLLO EMOPOIETICO 
(stesso ingrandimento della fig. 1) 
Fig. 2 - Caso Il 


Venne intrapresa terapia con trasfusione di sangue 
ed epatoprotettori. Dopo 4 trasfusioni di 300 cc 
di sangue ciascuna, la crasi ematica risultdé cosi mo- 
dificata: G. R. 2.680.000; Hb—70%; V. G.= 
1,3; G. B.= 3.600. Persisteva l’anoressia; l’astenia 
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Caso Ill (A. F.) 


era lievemente diminuita, la lingua sempre arrossata 
e disepitelizzata. 

Si inizid il trattamento con orotato di potassio (3 g 
al giorno per os) e fu continuata la terapia con epato- 
protettori mentre venivano sospese le emo-trasfusioni. 


MEGALOBLASTI NEL MIDOLLO EMOPOIETICO 
(stesso ingrandimento delle figure precedenti) 
Fig. 3 - Caso III 


Dopo 10 giorni di trattamento con orotato la 
paziente si sentiva notevolmente meglio; l’astenia 
era del tutto scomparsa e obbiettivamente cute e 
mucose avevano ripreso un colorito pressoché nor- 
male. {Un esame emocromocitometrico diede i 


seguenti valori: G. R.=3.100.000; Hbk=80%; 
V. G.=1,28; G. B.—¥4.600. 

Dopo altri 10 giorni di analogo trattamento si 
ebbe un ulteriore incremento dei G. R. (3.900.000); 
Hb—90%; V. G.==1,1. Il fegato risult} modesta- 
mente diminuito di volume mentre i test funzionali 
erano invariati. 

Essendo le condizioni generali ritornate pressoché 
normali la paziente venne dimessa l’11 gennaio 1958. 
A domicilio prosegui la terapia con orotato di po- 
tassio (1 g al giorno) e venne controllata perio- 
dicamente nell’Ambulatorio della nostra Clinica. 

Dopo un mese dalla dimissione le condizioni 
generali apparivano ottime. Un conteggio diede 
i seguenti valori: G. R.— 4.380.000; Hb—98 %; 
V. G=t1,I. 


Caso Ill - F. Angela, eta 69 anni, casalinga. 


E stata bene fino a due anni or sono allorché notd 
la comparsa di astenia, anoressia, frequenti episodi 
diarroici, bruciori alla lingua. Accentuatasi negli 
ultimi mesi tale sintomatologia ed essendo comparsi 
impallidimento e parestesie agli arti inferiori con 
incertezza alla deambulazione, venne_ricoverata 
nella nostra Clinica nel gennaio del c. a. 

Allingresso presentava condizioni di nutrizione 
piuttosto scadute, cute e mucose visibili pallide, 
mucosa linguale atrofica. L’addome era bene trat- 
tabile in tutti i suoi quadranti, senza reticoli venosi 
abnormi. Il fegato si apprezzava all’arcata costale 
solo nelle profonde inspirazioni. La milza era nei 
limiti della norma. La paziente presentava andatura 
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atassica; non erano presenti turbe della sensibilita 

superficiale né riflessi abnormi. 

Gli esami di laboratorio dettero i seguenti risul- 
tati: 

— G. R.=2.500.000; Hb=68%; V. G.=1,36; 
G. B.=1.960 di cui 52% granulociti, 4% eosi- 
nofili, 40°, linfociti, 4% monociti. Il diametro 
medio delle emazie era di 8,25 micron con presenza 
di numerosi megalociti. Reticolociti 1%. Pia- 
strine 100.000. 


— Il succo gastrico presentd anacloridria completa 
anche dopo stimolazione con istamina. 

— Vitamina serica 90 wy/cc. (valori normali 
120-900 

— All’esame del midollo eritropoietico la serie 
eritroblastica presentava una notevole_inibi- 
zione maturativa a carico degli elementi normo- 
blastici ed una discreta componente di tipo me- 
galoblastico. 


Durante il periodo di accertamento diagnostico 
non fu praticata alcuna terapia e le condizioni della 
paziente scadettero ulteriormente ¢ rapidamente. 
Posta la diagnosi di anemia perniciosa, si inizio trat- 
tamento terapeutico con acido orotico alla dose di 
3 g al giorno, ma le condizioni generali e di sangui- 
ficazione decaddero ulteriormente. 

A un mese dall’ingresso e dopo 10 giorni di terapia 
con acido orotico, un esame emocromocitometrico 
diede i seguenti valori: G.R. = 1.840.000; V.G. = 
1,35; Hb 50%; G.B. = 2.700; reticolociti 1%. 

Si iniziO allora un trattamento con acido folico 
(20 mg 2) anch’esso sospeso dopo cinque giorni 
non essendo comparso alcun miglioramento della 
crasi ematica. 

Alla somministrazione di vitamina B,2 (100 + al di) 
segui una pronta remissione della sintomatologia 
anemica e un netto miglioramento delle condizioni 
generali. In terza giornata si ebbe una crisi reticolo- 
citaria e dopo un mese la paziente venne dimessa con 
la totale scomparsa dei sintomi accusati e con i se- 
guenti valori del quadro ematico: G. R. = 3.900.000; 
Hb = 76%; V.G. = 0,97; G.B. = §.400. 


DISCUSSIONE 

L’analisi dei casi riportati in questa nota 
dimostra una evidente azione favorevole del- 
l’acido orotico sulle condizioni generali 
sulla crasi ematica in due dei tre casi di ane- 
mia megaloblastica studiati. 

Nel 1° caso si é assistito ad una rapida ri- 
sposta reticolocitaria seguita da una scomparsa 
della megaloblastosi ¢ ripresa dell’emopoiesi 
normale dopo ‘che erano falliti i precedenti 
tentativi terapeutici compiuti con vitamina B,, 
e acido folico. Va osservato che nei prece- 
denti ricoveri la paziente aveva tratto note- 
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vole giovamento da terapie con estratti epatici 
antianemici non completamente urificati. 

Nel 2° caso, dopo un breve ciclo trasfusio- 
nale, che servi come provvedimento di emer- 
genza per risollevare le condizioni generali della 
paziente, fu instaurata terapia mediante acido 
orotico che portd ad un netto miglioramento 
delle condizioni ematologiche con normaliz- 
zazione dell’eritropoiesi e scomparsa della me- 
galoblastosi. Le condizioni della paziente a 
distanza di alcuni mesi dalla dimissione per- 
mangono buone. 

Va osservato fin d’ora che in questi due 
casi il livello della vitamina B,, serica de- 
terminato batteriologicamente (Lactobacillus 
leichmannii) dava valori compresi nei limiti 
della norma. 

Entrambe le pazienti erano portatrici di 
cospicua epatomegalia e gli esami di labo- 
ratorio mettevano in evidenza un discreto 
grado di deficit della funzionalita epatica a 
tipo di epatopatia cronica precirrotica. 

Nel secondo caso si é anche praticata una 
biopsia epatica e l’esame istologico dei fru- 
stoli ottenuti ha messo in evidenza uno stato 
di diffusa degenerazione torbida e microva- 
cuolare del parenchima epatico, con iper- 
plasia del tessuto connettivale. 

Nel terzo caso invece, che non ottenne alcun 
giovamento dalla terapia con acido orotico, 
il tasso ematico della vitamina B,, era signi- 
ficativamente abbassato, il fegato era di volume 
normale e le prove di funzionalita epatica 
apparivano nei limiti della norma. La tera- 
pia con vitamina B,, in questo caso condusse 
ad un completo ristabilimento delle condi- 
zioni generali e della situazione ematologica. 


In sintesi i nostri casi presentano, oltre ad 
evidenti analogie ematologiche e la comune 
assenza di secrezione cloridrica gastrica (anche 
dopo stimolazione con istamina) le seguenti 
differenze : 

1) una quota delle cellule eritropoietiche 
dei primi due casi presentava caratteristiche 
morfologiche assai simili a quelle dei tipici 
megaloblasti, ma ne differiva lievemente per 
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una minore basofilia citoplasmatica e per una 
trama cromatinica meno «scolpita» e quasi 
«pulverulenta » (nel caso delle cellule im- 
mature), mentre nel terzo caso le cellule pato- 
logiche mostravano caratteri morfologici e 
tintoriali esattamente sovrapponibili a quelli 
del classico tessuto megaloblastico bierme- 


riano (vedi fotografie). 


2) Nei primi due casi il tasso serico della 
vitamina B,, determinato _batteriologica- 
mente presentava valori nell’ambito della 
norma; nel terzo caso era di valore nettamente 
inferiore alla norma. 


3) Nei primi due casi era assente ogni 
segno di compromissione del sistema nervoso 
centrale, mentre nel terzo caso erano pre- 
senti evidenti alterazioni della sensibilita pro- 
fonda che determinavano una andatura atas- 
sica e incoordinata. 


4) Nei primi due casi era presente una 
condizione di epatite cronica (documentata 
in un caso anche da un esame istologico), 
reperto che era completamente assente. nel 
terzo caso. 


Da quanto esposto appare ragionevole 
supporre che, mentre il terzo caso sia da inter- 
pretarsi come anemia perniciosa tipo Addison- 
Biermer, chiaramente delineata nei suoi aspetti 
clinici e morfologici, gli altri due casi siano 
da considerare come esempi di quelle forme 
di anemie megaloblastiche insorgenti nel corso 
di epatopatie croniche e ad esse correlate, 
di cui non mancano riscontri nella letteratura 
(14, 15, 16). 

La patogenesi di queste forme é variamente 
interpretata. In alcuni casi di cirrosi epatica 
insorgente in soggetti etilisti si ¢ invocata 
l’atrofia gastrica conseguente all’intossica- 
zione alcoolica come fattore limitante |’assor- 
bimento della vitamina B,, (17). 

In altri casi, in cui poteva essere escluso 
tale fattore, & stata avanzata l’ipotesi che la 
presenza di uno stato di cronica insufficienza 
epatica instauratasi secondo altre modalita 
patogenetiche, potesse determinare, per le 
modificazioni stesse del metabolismo dell’epa- 
tocita, un’aumentata richiesta di vitamina B,, 
ed acido folico (18). E ragionevole pensare 


che tale aumentato fabbisogno possa essere 
riferito non tanto alla funzione emopoietica 
ma, in base alle pid recenti acquisizioni sull’in- 
tervento della vitamina B,, e dell’acido folico, 
come fattori catalizzanti le sintesi delle pro- 
teine e degli acidi nucleici (vedi ad esempio i 
processi transmetilazione e di trasporto 
delle singole unita monocarboniose), possa 
essere genericamente correlato alle pit dif- 
ficili condizioni metaboliche della cellula 
epatica lesa. 

A tale riguardo giova ricordare anche quanto 
gia detto a proposito dell’influenza dell’oro- 
tato sul «turnover» proteico della cellula 
epatica (11) ed i favorevoli risultati ottenuti 
recentemente con questa sostanza in alcuni 
pazienti affetti da epatopatie croniche, nei 
quali si poté, fra altro, constatare, dopo: il 
trattamento, un discreto incremento dei pro- 
cessi di anabolismo proteico (19). 

D’altra parte, secondo alcuni AA., la man- 
cata risposta alla vitamina B,, da parte di 
alcuni pazienti affetti da epatopatie croniche 
con anemia megaloblastica pud essere dovuta 
ad una carenza di quegli apoenzimi proteici 
necessari al compimento dell’attivita coenzi- 
matica della cianocobalamina (20). Non é da 
escludersi che una favorevole influenza, eserci- 
tata sulla funzionalita della cellula epatica 
da farmaci come I’acido orotico, possa di 
conseguenza indurre una neosintesi di questi 
apoenzimi proteici e quindi ristabilire la sen- 
sibilita alla vitamina B,.; ci ripromettiamo di 
controllare questa ipotesi con l'ulteriore osser- 
vazione dei nostri casi. 

Tutto quanto detto non esclude natural- 
mente una eventuale azione dell’orotato in 
senso pili strettamente antianemico: tale 1po- 
tesi verrebbe avvalorata dalla recentissima 
comunicazione di Autori americani che avreb- 
bero notato un’azione favorevole dell’acido 
orotico in forme diverse di anemie mega- 
loblastiche (1). 

Questi dati si aggiungono a quelli prece- 
denti di altri Autori, riguardanti una buona 
risposta ematologica ottenuta in qualche caso 
di anemia perniciosa o perniciosiforme me- 
diante la somministrazione di timina e uracile 
in alte dosi (21). 


65 


Il meccanismo di azione antianemica di 
queste basi pirimidiniche e del loro precursore, 
l'acido orotico, appare tuttora oscuro e, per 
le numerose lacune tuttora esistenti circa i 
processi metabolici che regolano I’eritropoiesi 
normale e patologica, si possono prospettare 
soltanto ipotesi di lavoro. 

A tale proposito non va dimenticata la 
frequenza con cui sono state descritte negli 
ultimi anni anemie megaloblastiche in pazienti 
affetti da epilessia e trattati a lungo con far- 
maci derivati dall’idantoina (22, 23, 24, 25). 
Queste forme morbose appaiono general- 
mente resistenti alla terapia con vitamina B,.. 
Non sembra ingiustificato, sulla base del- 
l’analogia di struttura fra il nucleo idantoinico 
e le strutture cicliche dell’acido orotico e 
degli anelli pirimidinici, avanzare lipotesi che 
i farmaci anticonvulsivanti di questo tipo 
possano interferire in via competitiva sulla 
formazione o l’utilizzazione delle basi pirimi- 
diniche degli acidi nucleici. 

Questa ipotesi deve naturalmente essere sotto- 
posta a vaglio sperimentale e ci ripromettiamo 
di discuterne ampiamente in altra sede. 

Per quanto riguarda invece le possibilita 
di un trattamento delle anemie megaloblastiche 
mediante acido orotico, riteniamo che sol- 
tanto una pil larga sperimentazione, intesa 
soprattutto a discriminare attentamente le 
caratteristiche cliniche delle forme morbose 
soggette al trattamento, possa chiarirne la 
validita ed i limiti. 


RIASSUNTO 


Gli Autori riferiscono i risultati clinici ottenuti 
mediante trattamento con acido orotico in alcuni 
casi di anemie megaloblastiche. Dopo aver brevemente 
esposto le considerazioni che li hanno indotti a tale 
sperimentazione, essi osservano come si sia avuta 
una risposta favorevole in casi di anemia megalo- 
blastica in pazienti affetti di epatite cronica, mentre 
in un caso di anemia perniciosa vera non si sia avuto 
alcun risultato. Gli AA. discutono la possibile inter- 
pretazione di tale fenomeno. 


RESUME 


Acide orotique et vitamine B,2 dans le traitement de 
certains cas d’anémie mégaloblastique. 
Les auteurs rapportent les résultats cliniques ob- 
tenus avec un traitement a base d’acide orotique 
dans certains cas d’anémie mégaloblastique. Aprés 


66 


avoir succinctement formulé les considérations qui 
les ont amenés a effectuer cette expérimentation, ils 
signalent qu’une réponse favorable a été obtenue 
dans les anémies mégaloblastiques affectant des 
malades atteints d’hépatite chronique, tandis que dans 
un cas d’anémie pernicieuse vraie le traitement en 
uestion est resté sans effet. Les auteurs discutent 
linterprétation qui peut étre donnée 4 ce phénoméne. 


SUMMARY 


Orotic acid and vitamin B,2 in the treatment of some 
cases of megaloblastic anemia. 


The clinical results obtained in some cases of me- 
galoblastic anemia treated with orotic acid are pre- 
sented. After a a brief survey of the rationale of such 
therapy, it is pointed out that a favourable response 
was observed in cases of megaloblastic anemia in 
patients suffering from chronic hepatitis, but not in 
a case of true pernicious anemia. The possible inter- 
pretation of this phenomenon is discussed. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Orotsdure und Vitamin B,2 in der Behandlung von einigen 
Fallen von megaloblastischer Andmie. 


Die Verfasser berichten iiber die klinischen Ergeb- 
nisse die sie bei Behandlung einiger Fille von mega- 
loblastischer Andmie mit Orotsaure erhalten haben. 
Nachdem die Griinde kurz wiedergegeben werden, 
welche zu diesen Versuchen gebracht haben, beo- 
bachten sie dass man eine positive Antwort in Fallen 
von megaloblastischer Anamie in Pazienten mit 
chronischer Hepatitis hatte, wahrend man in einem 
Falle von pernizidser Anamie iiberhaupt kein Resultat 
erhielt. Die Verfasser besprechen die Deutungsmé6- 
glichkeit dieser Resultate. 


RESUMEN 


Acido orédtico y vitamina B,2 en el tratamiento de algunos 
casos de anemia megaloblastica. 


Los autores refieren los resultados clinicos conse- 
guidos mediante tratamiento con acido ordético en 
algunos casos de anemia megaloblastica. Después de 
exponer brevemente los motivos que les han inducido 
a estas experiencias, observan que se ha obtenido 
una respuesta favorable en varios casos de anemia 
megaloblastica en pacientes afectos de hepatitis cré- 
nica, mientras no se ha obtenido ningun resultado 
en un caso de anemia perniciosa verdadera. Los autores 
discuten la posible interpretacién del fenédmeno. 
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ISTITUTO DI PATOLOGIA SPECIALE MEDICA E METODOLOGIA CLINICA DELL’UNIVERSITA DI NAPOLI 
(Direttore: Prof. F. Magrassi) 


Il sale potassico dell’acido orotico nell’infezione sperimentale 
da virus MHV-3 (Mouse hepatitis virus) 


V. VILLARI - G. 


L’acido orotico, come é noto, é una sostanza 
capace di influenzare in maniera notevole il 
metabolismo di vari microrganismi: nume- 
rose ricerche hanno dimostrato che esso rap- 
presenta un fattore di crescita per Str. haemo- 
lyticus (1), Str. faecalis (2), Str. lactis (3), 
L. bulgaricus (4), Neurospora (5, 6, 7). 

Le ricerche volte a chiarire i problemi della 
sua biogenesi e del suo metabolismo ne hanno 
messo in rilievo la partecipazione, che appare 
avvalorata da numerosi dati sperimentali, alla 
sintesi delle pirimidine degli acidi nucleici. 

In questo senso depongono i risultati delle 
ticerche condotte con isotopi radioattivi sulla 
sua utilizzazione in L. bulgaricus (8, 9), E. 
coli (10) e in cellule di lievito in crescita (11), 
oltre che di quelle relative agli organismi su- 
periori condotte in vitro su tessuti di varia 
provenienza: fegato (12, 13, 14), utero (15), 
milza (16), tumori (17, 18, 19) e in vivo su 
topi portatori di tumori, pure con isotopi 
tadioattivi (20). 

L’acido |-diidroorotico si inoltre dimo- 
strato capace di stimolare la crescita di batteri 
dell’acido lattico resi « pirimidino-privi » (21, 
22). 

Le ricerche pid recenti sull’acido orotico, 
oltre a chiarire in parte alcune delle tappe 
intermedie della sua incorporazione 
— e a studiarne gli aspetti farmaco- 
ogici e i rapporti con la nutrizione e con al- 
cune ghiandole a secrezione interna, ne hanno 
preso in considerazione anche i rapporti con 
la funzionalita epatica. La sua somministra- 
zione nel ratto, in corso di epatopatie speri- 
mentali da eliotropina e di cirrosi epatiche 
da tiocianamide, determina una aides 
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significativa della mortalita e anche un notevole 
prolungamento del tempo di insorgenza della 
sindrome (23). E stata inoltre dimostrata la 
sua influenza su alcune attivita enzimatiche 
epatiche e sul contenuto in azoto dei mito- 
condri di fegato nel ratto a dieta ipopro- 
teica (24) e in carenza di vitamina B,, (25); 
sulla base dei risultati di queste ricerche, viene 
riconosciuta all’acido orotico un’azione sul- 
l’utilizzazione delle proteine (24). 
Considerata l’importanza del metabolismo 
delle pirimidine e degli acidi nucleici per i 
processi di sintesi necessari alla moltiplica- 
zione virale, il complesso dei dati che abbiamo 
sommariamente esposti sugli interessanti rap- 
porti dell’acido orotico con la sintesi delle 
pirimidine da un lato e dall’altro con la fun- 
zione epatica, ci ha indotto a studiare gli ef- 
fetti della sua somministrazione, sotto forma 
di sale potassico, nell’infezione sperimentale 
da virus MHV-3, che produce nel topo, 
inoculato per via parenterale, una epatite 
mortale e non in funzione della dose. 


MATERIALI E METODO 


Tutte le esperienze sono state condotte in 
topi dell’eta di 7-8 settimane e del peso di 
20-25 y, tutti di sesso maschile, provenienti 
dallo stesso allevamento e tenuti in identiche 
condizioni ambientali e dietetiche (dieta di 
Vogt-Muller bilanciata). 

E stato usato il ceppo di virus MHV-3 Craig, 
isolato da Gledhill e Andrewes (26, 27, 28). Il 
sale potassico dell’acido orotico é@ stato so- 
speso in H,O bidistillata, essendo bassissima 
la solubilita di questo composto in tutti i 
solventi usabili. 
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Le diluizioni, sia del virus che dell’orotato 
di potassio, sono state allestite in modo che 
per ogni animale la quantita richiesta fosse 
contenuta in cc 0,20. 

L’inoculazione del virus é stata eseguita per 
via intraperitoneale. 

I] trattamento con orotato di potassio (*) per 
via sottocutanea, iniziato 24h prima della 
inoculazione del virus, é stato continuato per 
tutto il periodo dell’esperienza nelle medesime 
dosi (mg 625/Kg/die) e con le stesse moda- 
lita di somministrazione. In precedenza era 
stato stabilito che la dose di orotato impiegata 
non era tossica per i topi (inoculati quotidia- 
namente per 20 giorni), che la sua introdu- 
zione sottocute era perfettamente tollerata e 
completamente assorbita entro poche ore. 

Sono stati eseguiti due tipi di esperienze. 

Nella prima esperienza sono stati impiegati 45 
topi suddivisi in tre gruppi di 15 animali ciascu- 
no, trattati rispettivamente nel seguente modo: 


Gruppo I — topi inoculati sottocute con 
orotato di potassio nella dose di 625 mg/Kg /die 
suddivisa in due somministrazioni giornaliere 
(controllo orotato). 


Gruppo II - topi inoculati per via intrape- 
ritoneale con virus MHV-3 in una dose di 
poco superiore ad una DLs, (controllo virus). 


Gruppo III - topi inoculati sottocute con 
mg 625/Kg/die di orotato di potassio (sud- 
divisi in due somministrazioni giornaliere) 

virus MHV-3 per via intraperitoneale in 
una dose di poco superiore ad una DLs5o. 


Nella seconda esperienza é stata eseguita 
una titolazione in doppio del virus in due 
gruppi di 45 topi, ciascuno suddiviso in 9 lotti 
di 5 animali, per i quali é stata stabilita la 
DL;, secondo il metodo di Reed e Muench 
riferito da Rivers (29), mantenendo gli ani- 
mali in osservazione per un periodo di 10 
giorni a partire da quello dell’infezione. 

Gruppo I — topi inoculati con virus MHV-3 
per via intraperitoneale, con diluizioni pro- 
gressive del nostro stock da 10-1 a 10-, cia- 
scuna su § animali. 


(*) Ringraziamo la Casa Lepetit per averci messo a dispo- 
sizione la sostanza. 
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Gruppo II - topi inoculati per via sottocu- 
tanea con orotato di potassio (mg 625/Kg/die 
suddivisi in due somministrazioni giornaliere) 
+- virus MHV-3 per via intraperitoneale a 
diluizioni progressive da 10-' a 10-*, ciascuna 
su § animali. 


Il primo esperimento é stato eseguito per 
osservare l’andamento della mortalita nel 
tempo nei topi inoculati con solo virus MHV-3 
ed in quelli trattati contemporaneamente con 
sale potassico dell’acido orotico. Il secondo 
esperimento é stato eseguito per osservare se 
il trattamento con orotato di potassio era 
capace di spostare la DLs» del virus MHV-3 
nei topi. 


RISULTATI E CONCLUSIONI 


Nelle tabelle I e II sono riuniti sintetica- 
mente i dati relativi all’andamento della mor- 
talita nelle due esperienze descritte. 

I risultati ottenuti fanno rilevare che il trat- 
tamento con orotato di potassio non modi- 
fica la mortalita nel tempo dei topi inoculati 
con una dose di poco superiore ad una DLs, 
di virus MHV-3. Anche il calcolo delle:DL;, 
mostra una differenza non significativa del 
titolo nei due lotti di animali: infatti la DLs, 
negli animali inoculati con solo virus é risul- 


TaBELLA I - Mortalita nel tempo in topi infettati 
con virus MHV-3 


Numero degli animali sopravviventi 


Tempo in ore | Gruppo I Gruppo II Gruppo Il 
dalla Virus intrape- 
inoculazione | Virus intrape- | ritoneo (!) K_ orotato 
ritoneo (!) + K orotato  sottocute (2) 
sottocute (2) 
15 
24 15 1§ 15 
48 15 15 15 
72 15 15 
96 9 II 15 
120 6 8 15 
144 5 6 15 
168 5 6 15 
192 5 6 15 
| Mortalita 
complessiva 66% 60% fe) 


(1) poco pil di una DL sp. 
(2) mg 625/Kg/die. 


E 


ottocu- 
‘Kg /die 
neale a 
‘lascuna 


ito per 
ita nel 
MHV-3 
nte con 
condo 
se 
era 
MHV-3 


ntetica- 
la mor- 


il trat- 
modi- 
noculati 
1a DL;, 
le-DL5, 
iva del 
la DLs, 
é risul- 


infettati 


TAaBELLA II - Mortalita in topi infettati con diluizioni 
progressive di virus MHV-3 


Numero animali morti / Numero animali inoculati 
Diluizione Gruppo I | Gruppo II 
| Virus intraperitoneo | 
~| | 
107! 5/5 s/s 
sis | sis 
13 | 4/5 | 3/5 
3/5 3/5 
1075 2/5 2/5 
10° 1/5 1/5 
1077 0/5 o/s 
10°8 o/s | 0/5 
109 0/5 
DL 59 | 10 


(1) mg 625/Kg/die. 


tata uguale a 10-**' contro del gruppo 
trattato con virus + orotato di potassio. 

In considerazione della riconosciuta azione 
dell’acido orotico e dei suoi sali sul metabo- 
lismo proteico, il mancato influenzamento 
(in particolare quello aggravante la infezione) 
nella infezione da virus MHV-3 nel topo pud 
ipoteticamente, alla luce delle attuali cono- 
scenze nel campo delle malattie da virus, 
essere interpretato come determinato da una 
di queste due cause: o che la catena metabolica 
nella quale entrano l’acido orotico e i suoi 
sali percorra a livello del fegato itinerari di- 
versi da quelli impiegati dalla cellula epatica 
per operare la sintesi virale, o che l’attivazione 
dei processi metabolici indotta da questi 
composti non sia abbastanza elevata da con- 
sentire un pid rapido ritmo moltiplicativo del 
virus. 


RIASSUNTO 


E stato studiato nel topo l’effetto della sommini- 
strazione di orotato potassico sull’epatite da virus 
MHV-3. I risultati ottenuti dimostrano che il trat- 
tamento con orotato alla dose di 625 mg/Kg/die 
per via sottocutanea non determina variazioni signi- 
ficative della mortalita nel tempo dei topi infetti 
né della DL,,. del virus. 


RESUME 


Le sel potassique de l’acide orotique dans I’ infection expéri- 
mentale par virus MHV-3 (Mouse hepatitis virus). 


Les auteurs on étudié chez la souris l’effet de l’ad- 
ministration d’orotate potassique sur I’hépatite par 
virus MHV-3. Les résultats obtenus prouvent que 
le traitement par orotate 4 la dose de 625 mg/kg/die 
par voie sous-cutanée ne détermine aucune variation 
significative ni de la mortalité dans le temps des 
souris infectées ni de la DL,, du virus. 


SUMMARY 


The potassium salt of orotic acid in the experimental 
infection from MHV-3 (Mouse hepatitis virus). 


The effects of potassium orotate administration on 
MHV-3 virus hepatitis were studied in the rat. The 
results which have been obtained show that treatment 
with K orotate 625 mg/kg/day subcutaneously is 
rot followed by any signifteant variation, either in 
the mortality of the rats at various times or in the 
LD,,. of the virus. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Das Kaliumsalz der Orotsdure in der experimentellen 
Infektion mit Virus MHV-3 (Mouse hepatitis virus). 


Die Wirkung der Darreichung von Kaliumorotat 
auf Hepatitis von Virus MHV-3 wurde an der Maus 
studiert. Die erhaltenen Ergebnisse zeigen, dass die 
Behandlung mit Orotat in der Dosis 625 mg/kg/die 
subkutan, in der Zeit keine wesentliche Anderungen 
der Sterblichkeit weder der infektierten Mause noch 
in der LD,, des Virus hervorruft. 


RESUMEN 


La sal potdsica del dcido ordtico en la infeccién experi- 
mental por virus MHV-3 (Mouse hepatitis virus). 


Ha sido estudiado el efecto de la administracion 
de orotato potasico en la hepatitis por virus MHV-3. 
Los resultados obtenidos demuestran que el trata- 
miento con orotato a la dosis de 625 mg/kg/die por 
via subcutanea no determina variaciones significa- 
tivas de la mortalidad en el tiempo de los ratones 
infectados ni de la DL,, del virus. 
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LABORATORI DELLA DIREZIONE MEDICA CENTRALE DELLA LEPETIT S. p. A. - MILANO 
(Direttore: Prof. F. M. Chiancone) 


Attivita transaminasiche del fegato 
durante la gliconeogenesi da prednisone 


L. T. 


Una precedente ricerca, eseguita nel nostro 
Laboratorio sulle variazioni dell’attivita tran- 
saminasica del fegato durante la neoglicoge- 
nesi da prednisone, aveva dato come risultato 
un aumento della glutamico-ossalacetico-tran- 
saminasi (GOT) e della glutamico-piruvico- 
transaminasi (GPT) nel ratto surrenectomiz- 
zato. Nel ratto integro una maggiore attivita 
transaminasica del fegato risultava statisti- 
camente significativa per la GPT e non per 
la GOT (1). Tale esperienza aveva avuto come 
scopo di studiare alcune attivita enzimatiche 
durante una prova di glucoattivita in condi- 
zioni mudeen (trattamento di sole 8 ore su 
animali digiunanti, precedentemente alimen- 
tati per 4 giorni con dieta altamente proteica). 
Mi é parso interessante estendere la ricerca in 
condizioni di alimentazione normale e con 
somministrazioni prolungate. Rindi (2) infatti, 
aveva riscontrato un aumento significativo 
della GOT nel fegato di ratto integro in se- 
guito a trattamento con 10-12 mg di cortisone 
somministrati in 4-8 giorni. Ho voluto inoltre 
allestire una esperienza su animali carenti in 
piridossina per controllare se anche in queste 
condizioni, in cui é molto ridotta la concen- 
trazione di piridossalfosfato (coenzima delle 
transaminasi) |’attivita transaminasica risponde 
con un aumento alla somministrazione di 
prednisone. 


PARTE SPERIMENTALE 


MATERIALE E METODI 


Sono stati impiegati ratti albini maschi, 
ceppo Wistar, prelevati dal nostro alleva- 
mento. Gli animali ad alimentazione normale 


TENCONI 


scelti dell’eta media di 3 mesi hanno ricevuto 
ad libitum la solita dieta completa ed equi- 
librata in uso nel nostro Laboratorio (3); gli 
animali per I’esperienza sulla carenza_piri- 
dossinica sono stati alimentati, a partire dal- 
l’eta di 3 mesi e per la durata di 2 mesi, con 
una dieta sintetica priva di vitamine (4) ed 
integrata di tutti i fattori, ad eccezione della 
piridossina, che veniva fornita solo ai ratti del 
gruppo di controllo alla dose di 30 y/die/capite. 
Il prednisone veniva somministrato per os o 
per endoperitoneo (e.p.), secondo le dosi indi- 
cate nelle tabelle, in sospensione acquosa. Tutti 
gli animali sono stati sacrificati per decapi- 
tazione e dissanguati. 

Il fegato, prelevato immediatamente dopo 
il we ares é stato omogenizzato in soluzione 
isotonica di KCl ghiacciata; sull’omogenato 
sono state saggiate le due attivita transamina- 
siche, la GOT e la GPT, secondo la tecnica 
gia descritta nel lavoro citato (1). I risultati 
riportati nelle tabelle sono espressi come 
Mol di glutamato extra-formato in 1 ora di 
incubazione da una quantita di omogenato 
corrispondente a 1 mg di azoto. 


RISULTATI 


I risultati riportati nella tabella I dimostrano 
che, nelle due condizioni di questa esperienza, 
le attivita transaminasiche GOT e GPT sono 
variate nel senso di un aumento con varia- 
zioni statisticamente significative; |’aumento 
maggiore di attivita si ha per la GPT, ossia 
per quella transaminasi che risponde con spo- 
stamenti pit evidenti e che a Fe per prima 
influenza di cause diverse. Questo infatti 
si verifica anche in altre condizioni sperimen- 
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TaBELLA I - Attivita transa minasica del fegato di ratto trattato con prednisone. 
(«M glutamato/mg N/h) 


Trattamento 


GOT GPT 
mg/kg/die | Durata | medio + D.S P(!) medio + D.S. | P(!) 
| 33 40:77 + 6.47 | 11,84 + 3,82 
13 6 ep 22 gg 48,34 + 3,14 0,05 — 0,02 18,14 + 6,43 < 0,01 
| 5 10 os 22 gg 48,79 + 4,27 | 0,05 0,02 17,78 + 4,39 0,02 — 0,01 
9(?) 35,80 + 3,11 | 14,45 + 5,42 
9(2) m ae 8h 37,80 + 1,63 0,2 o,! 18,12 + 4,76 < 0,01 
| | 


(‘) Significativita calcolata in confronto al valore dei rispettivi controlli. 


(2) Dati pubblicati in collaborazione con V. Ferrari (1); in questa esperienza gli animali erano tenuti ad una dieta iperproteica, 
secondo le condizioni standard per una prova di glucoattivita. Vengono riportati in questa tabella per dare un quadro pit ampio 


dell’andamento del fenomeno. 


tali: ad esempio, nella carenza di tiamina (5) 
o di piridossina (6), dopo roentgenirradiazione 
(7), dopo trattamento con Il’ormone della 
crescita in ratti ipofisectomizzati (8). 

D’altra parte é possibile documentare spe- 
rimentalmente la maggiore e pill pronta ca- 
pacita di risposta della GPT allo stimolo pred- 
nisonico in una condizione in cui questa at- 
tivita enzimatica é fortemente depressa, come 
nella carenza piridossinica. Infatti, dalla ta- 
bella II risulta che la somministrazione di pred- 
nisone (mg 6/kg/die per 5 giorni consecutivi) 
in ratti carenzati di B,, ha lasciato pressoché 


invariato il valore della GOT ed ha innalzato 
in modo evidente la ridottissima attivita GPT. 


CONCLUSIONI 


Lo stimolo cortisonico produce un aumento 
del livello delle attivita transaminasiche del 
fegato di ratto, con una differenza fra la GOT 
e la GPT nel senso che questa presenta un 
incremento maggiore, mentre la prima é au- 
mentata in maniera significativa nelle prove 
con somministrazione prolungata di ormone. 
E molto verosimile che questa differenza sia 


TaBELLA II - Attivita transaminasica del fegato di ratto piridossinocarente trattato con prednisone. 
(uM glutamato/mg N/h) 


GOT GPT 
N. ratti di Trattamento 'alore Valore 
medio + D.S. P (') medio + D.S. P (') 
6 completa — 44.54 + 5,75 12,98 + 2,83 — 
6 - Be (2) 32,56 + 1,97 4,64 + 1,08 = 
6 Bs (2) 6 mg/kg/die 35,28 + 3,17 0,2 O,I 8,16 + 1,70 0,0§ — 0,02 
prednisone p. | 
per 5 gg | 
(‘) A dieta carente di piridossina da 2 mesi. 


(2) Significativita calcolata rispetto al gruppo piridossinocarente senza trattamento con prednisone. 
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da mettere in rapporto alla proprieta neogli- 
cogenetica del cortisonico (*). 

L’aver dimostrato la possibilita di incre- 
mentare tali attivita transaminasiche in seguito 
a stimolo prednisonico, anche in una situazione 
in cui la diminuita attivita transaminasica del 
fegato, ¢ evidentemente dovuta ad una ridotta 
concentrazione di coenzima, conferma |’im- 
portante interdipendenza fra processi’ di tran- 
saminazione epatica e neoglicogenesi. 


(*) Mentre questo lavoro era in corso di stampa, 
venivano pubblicate su Science (1958, 127, 3293, 287) 
i dati di Rosen e Coll. i quali, avendo studiato 
linfluenza di idrocortisone, cortisone acetato, pred- 
nisone e DOCA sui processi di transaminazione 
del fegato, sostengono, a conferma del nostro dato 
del 1956 (1), l’importanza del controllo sul livello 
delle transaminasi epatiche, della GPT specialmente, 
da parte degli ormoni glico-attivi in ha sor pro- 
prio alla loro attivita glicogenetica (il DOCA non 
porta modificazioni sulle attivita transaminasiche). 
Gli stessi AA. riferiscono pure un’esperienza su ratti 
piridossinocarenti, nei quali la somministrazione di 
idrocortisone ha portato un forte aumento dei livelli 
di attivita GPT, in accordo con quanto noi stessi 
abbiamo ottenuto impiegando un altro ormone ad 
alta attivita glicogenetica: il prednisone. 


RIASSUNTO 


Vengono estesi e confermati i risultati di una pre- 
cedente ricerca sull’influenza dello stimolo neogli- 
cogenetico da prednisone sulle attivita transaminasiche 
del fegato: la glutamico-ossalacetico-transaminasi 
(GOT) e la glutamico-piruvico-transaminasi (GPT). 
Delle due attivita la GPT é quella che presenta |’au- 
mento pit evidente. Tale aumento si manifesta anche 
quando lo steroide viene somministrato a ratti piri- 
dossinocarenti, in condizioni cioé di attivita tran- 
saminasica fortemente depressa. 


RESUME 


Activités transaminasiques du foie au cours de la néogly- 
cogénése par prednisone. 


L’auteur compléte et confirme les résultats d’une 
recherche précédente sur l’influence de la stimulation 
neoglycogénétique par prednisone sur les activités 
transaminasiques du foie: la transaminase glutamique- 
oxalo-acétique (GOT) et la transaminase glutamique- 
pyruvique (GPT). De ces deux activités, c’est la 
GPT qui présente une augmentation plus évidente. 
Cette augmentation se manifeste méme lorsque le 
stéroide est administré 4 des rats carencés en pyri- 
doxine, c’est-a-dire dans des conditions d’activité 
transaminasique fortement déprimée. 


SUMMARY 


Liver transaminase activities during prednisone-induced 
glyconeogenesis. 


The results of a previous investigation on the 
influence of the prednisone-induced neoglycogenetic 
stimulation upon liver transaminase activities, glu- 
tamic-oxalacetic-transaminase (GOT) and glutamic- 
pyruvic-transaminase (GPT), are extended and con- 
firmed. Of the two activities, GPT shows the higher 
increase. Such increase is also evident when the 
steroid is administered to pyridoxin-deficient rats, 
where transaminase activity is very-low. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Transaminasische Aktivitat der Leber in der Glyconeo- 
genesis durch Prednison. 


Man erweitert und bestatigt die Ergebnisse einer 
vorhergehenden Untersuchung iiber den Einfluss 
der von Prednison hervorgerufenen Neoglycogenesis 
auf die transaminasischen Aktivitaten der Leber: 
die Glutamin-Oxalessigsiure-Transaminase (GOT) 
und die Glutamin- Brenztraubensaure-Transaminase 
(GPT). Unter den zwei Aktivitaiten ist die GPT 
diejenige welche eine gréssere Zunahme hervorweist. 
Diese Zunahme erscheint auch wenn das Steroid 
Pyridoxin-mangelnden Ratten dargereicht wird, 
d.h. unter Umstanden welche die transaminasische 
Aktivitat stark herabsetzen. 


RESUMEN 


Actividades transamindsicas del higado durante la gli- 
coneogénesis por prednisona. 


Se amplian y confirman los resultados de una 
anterior investigacién sobre la influencia del estimulo 
neoglicogenético por prednisona en las actividades 
transaminasicas del higado: la glutamico-oxalacético- 
transaminasa (GOT) y la glutamico-pirtivico-trans- 
aminasa (GPT). De ambas actividades la GPT es la 
que presenta un aumento mas evidente. Este aumento 
se manifiesta incluso cuando el esteroide se administra 
a ratas piridoxino-carentes, esto es en condiciones 
de actividad transamindsica fuertemente deprimida. 
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ISTITUTO DI PATOLOGIA SPECIALE MEDICA E METODOLOGIA CLINICA DELL’UNIVERSITA DI MILANO 
(Direttore: Prof. G. Melli) 


Rapporti fra Vattivita tiroidea e la 
pseudo-colinesterasi epatica e renale 


C. GUARDAMAGNA - N. MASSARI - A. M. BERTOLINI 


La pseudo-colinesterasi, o colinesterasi non 
specifica, si differenzia da quella vera, o spe- 
cifica, per l’attivita ottimale a pH pit alcalino 
(> 8,5 invece di <8), perché idrolizza anche 
substrati di natura diversa degli esteri della 
colina, quali gli esteri della tributirrina, e¢ 
perché risente in modo differente |’azione ini- 
bitrice di alcune sostanze (ad es. é inibita 
meno che non la colinesterasi specifica dalla 
papaverina). La pseudo-colinesterasi pud anche 
intervenire in vivo (1) nella idrolisi dell’ace- 
tilcolina, azione quasi esclusiva della coli- 
nesterasi vera (2). 

Essa ha probabilmente un compito pit 
spiccatamente metabolico, dato il tasso ele- 
vato con cui é presente nel fegato, in cui pre- 
vale sulla colinesterasi vera, e forse ingranando 
anche nel metabolismo lipidico; sembra man- 
care del tutto o quasi nel tessuto nervoso 
(3, 4) e muscolare (5), 1a dove cioé é premi- 
nente la trasmissione acetilcolinica; @ invece 
quasi l’unica colinesterasi presente nel siero. 

La sintesi dell’enzima sembra avvenire in 
prevalenza nel tessuto epatico, ed é nota la 
grande variabilita del tasso serico nel corso 
delle epatopatie, reperto indicativo sia quanti- 
tativamente che qualitativamente di danno 
del fegato. La sintesi della colinesterasi epatica 
sembra essere, contrariamente a quanto si ha 
per la colinesterasi vera (6), influenzata dagli 
ormoni sessuali: gli estrogeni ne aumentano 
lattivita, il testosterone la diminuisce (7, 8), 
mentre nessun effetto sembrano avere i pro- 
gesteronici. 

In considerazione di questi dati, abbiamo 
creduto opportuno ricercare una eventuale 
influenza anche dell’ormone tiroideo, sia per 


e 
e 


la probabile interferenza della _pseudo-coli- 
nesterasi nei processi metabolici, sia per le 
alterazioni della cellula epatica prodotte dalla 
tiroidectomia (9) e dalle alte dosi di ormoni 
tiroidei (10). 


ESPERIMENTI 


Per i nostri esperimenti abbiamo usato 24 
ratti della razza Long Island e del peso medio 
di circa 150 g, tenuti a dieta libera. 

Di essi, 16 sono stati tiroidectomizzati, 4 
sono stati trattati con § gamma di tiroxina per 
cinque giorni, 4 sono stati tenuti come con- 
trolli. Degli animali tiroidectomizzati 30 
giorni dopo I’intervento, 4 sono stati trattati 
con tiroxina alla dose di 5 gamma quotidiani 
per cinque giorni; 4 con tiroxina alla dose di 
I$ gamma per tre giorni, 4 con triiodotiro- 
nina alla dose di 5 gamma per cinque giorni; 
4 infine non hanno subito nessun altro trat- 
tamento. 


METODICA 


Di ogni animale é stato esaminato il tessuto 
epatico e quello renale e la determinazione 
dell’attivita pseudo-colinesterasica praticata sui 
loro omogenati é stata basata sulla titolazione, 
con NaOH n/100, dell’acido acetico liberato 
dalla scissione dell’acetilcolina (11). 

Abbiamo preferito il metodo titrimetrico 
a quello volumetrico per il diverso tipo di 
curva dell’idrolisi; infatti l’idrolisi presenta 
due distinte fasi, la prima rapida ed intensa 
che si mantiene in media per i primi dieci 
minuti, la seconda lenta e notevolmente meno 
intensa. Mentre il metodo gasometrico regi- 
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stra soprattutto l’idrolisi della seconda fase, 
il metodo titrimetrico stabilisce in modo pre- 
ciso l’idrolisi della prima fase, la pit: impor- 
tante dal punto di vista biologico. 


DISCUSSIONE 


I risultati esposti nella tabella evidenziano 
che: 

1) la somministrazione di tiroxina negli 
animali integri aumenta I’attivita enzimatica 
epatica (+ 21%) e riporta alla norma la de- 
pressa attivita (—30 %) negli animali tireoprivi, 
che peraltro viene molto. pid intensamente 
aumentata dalla triiodotironina (+ 21%). 

2) nel rene I’attivita enzimatica ¢ modi- 
ficata solo nei ratti tiroidectomizzati dopo som- 
ministrazione di triiodotironina o con super- 
dosaggio di tiroxina (aumento _rispettiva- 
mente del s0 e del 25%). 

Tali constatazioni portano a considerare che 
la diminuita attivita enzimatica dopo tiroidec- 
tomia potrebbe essere causata da un eccesso 


di colina, sostanza inibitrice della colinesterasi 
(12). L’aumento di colina sarebbe dovuto alla 
mancata sua acetilazione, processo in cui é 
interessata appunto la _tiroide; comporta- 
mento opposto si avrebbe negli stati di 
ipertiroidismo. 

L’ormone tiroideo potrebbe perd influen- 
zare anche direttamente la sintesi stessa del- 
l’enzima, come sembra avvenire per altri 
ormoni; infatti esso, ad effetti catabolici sul 
metabolismo in genere, ha sull’attivita pseudo- 
colinesterasica un’azione del tutto opposta a 
quella del testosterone, ad azione prevalente- 
mente anabolica. 

Il diverso comportamento dell’attivita enzi- 
matica nei due tessuti potrebbe essere spiegato 
sia dal fatto che la pseudo-colinesterasi ver- 
rebbe sintetizzata nel fegato e non nel rene 
ove sarebbe solo trasportata; l’aumento di 
attivita sarebbe dovuto ad una pit grande 
richiesta, forse connessa con la maggiore 
attivita funzionale renale negli stati di iper- 
tiroidismo. 


Pseudo-colinesterasi epatica e renale (valori medi). 


| Normali 


Tiroidect. | Tiroidect. | Tiroidect. | 
Trattamento Normali Tiroidect. tirontine tiroxina trilodotir. | 
| 57/5 Syisee | 15;/3 88 | eB 
4 4 4 4 | 4 4 
Azoto totale 
(g% di tessuto fresco) .......... 3,8 4,0 3,5 3,9 4,2 357 
Fegato { umoli di acido acetico lib./mg 
1,18 1,43 0,83 1,18 1,18 1,43 
A %/mg di azoto totale ........ -- + 21 — 30 oO fe) + 25 
Azoto totale 
(g% di tessuto fresco) .......... 354 $9 3,1 354 3,9 | 3,2 
Rene ymoli dij acido acetico lib./mg di 
A %/mg di azoto totale ........ fe) + 25 + §0 
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RIASSUNTO 


Gli esperimenti sono stati praticati su ratti in condi- 
zioni di atiroidismo e su ratti sottoposti ad iperdo- 
saggi di tiroxina e triiodotironina. Nel fegato l’attivita 
enzimatica é consensuale alle variazioni del tasso or- 
monale, mentre nel rene é modificata soltanto nel 
senso di un aumento da iperdosaggio di tiroxina. 
Gli AA. discutono il probabile meccanismo d’azione 
tiroidea sull’attivita pseudocolinesterasica. 


RESUME 


Rapports entre activité thyroidienne et pseudo-choli- 
nestérase hépatique et rénale. 


Les expériences ont été réalisées sur des rats en 
état d’athyroidie et sur des rats soumis 4 des surdosa- 
ges de thyroxine et tri-iodothyronine. Dans le foie 
lactivité enzymatique suit les variations du taux 
hormonal, tandis que dans le rein elle n’apparait mo- 
difiée que dans le sens d’une augmentation par sur- 
dosage en thyroxine. Les auteurs discutent le probable 
mécanisme d'action thyroidienne sur _|[’activité 
pseudo-cholinestérasique. 


SUMMARY 


Relations between thyroid function and liver and kidney 
pseudo-colinesterase. 


Liver and kidney pseudo-cholinesterase was de- 
termined in rats following thyroidectomy or treat- 
ment with high doses of thyroxine and trijodothy- 
tonine. The variations of the enzymatic activity in 
the liver are in accord with those of the hormone, 
while in the kidney only an increase is observed 
after administration of high doses of thyroxin. The 
possible pathways of the thyroid action on pseudo- 
cholinesterase activity are discussed. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Beziehungen zwischen Schilddriisenaktivitat und Leber 
und Nieren Pseudo-Cholinesterasen. 


Die Versuche wurden an Ratten mit entfernter 
Schilddriise und an Ratten die eine Uberdosierung 


an Thyroxin und Trijodotyronin erhalten hatten 
durchgefiihrt. Man findet dass in der Leber die 
Fermentaktivitatsveranderung in der gleichen Propor- 
tion der Anderungen im Hormongehalt ist, wahrend 
man in der Niere nur eine Steigerung nach Uberdo- 
sierung des Thyroxins findet. Die Verfasser bespre- 
chen den wahrscheinlichen Wirkungsmechanismus 
der Schilddriise auf die Pseudo-Cholinesterasische 
Aktivitat. 


RESUMEN 


Relaciones entre actividad tiroidea y seudocolinesterasa 
hepatica y renal. 

Las experiencias han sido practicadas en ratas en 
estado de atiroidismo y en ratas sometidas a sobre- 
cargas de tiroxina y triyodotironina. En el higado 
la actividad enzimica sigue las variaciones de la tasa 
hormonal, mientras en el rifién se modifica en el 
sentido de un aumento por sobrecarga de tiroxina. 
Los autores discuten el probable mecanismo de 


accién tiroidea sobre la actividad seudocolines- 
terasica. 
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